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1. Bevezetés

1.1. Metabolomikai analizisek endogén molekulik vizsgalatara

A metabolomikai analizis a bioldgiai rendszerekben zajlé metabolikus folyamatok
atfogo vizsgalatat jelenti, amely sordn az endogén molekulak, példaul lipidek, aminosavak
anyagok, amelyek a szervezetben természetes uton keletkeznek, és fontos szerepet jatszanak
az ¢él6 rendszerek biokémiai folyamataiban. A metabolomikai kutatasok soran ezeknek a
molekuldknak az azonositisa és mennyiségi meghatdrozdsa torténik, valamint ezen
adatokbol a molekularis interakciokra és az adott metabolitokra adott bioldgiai valaszokra
kovetkeztethetlink. Emiatt a szervezet endogén molekuldinak, mint példdul a
nitrogéntartalmi szerves molekuldk vizsgéilata kiemelten fontos az eld szervezetek

miikodésének megértése szempontjabol.

1.1.1. Aminosavak szerkezete és élettani funkcioi

Az aminosavak a fehérjék elemi épitékovei, melyekbdl az emberi szervezetben 20
a-aminosav €s az iminosav prolin hasznalddik fel a fehérjék szintézisére. Mint a neviikbdl
is kideriil ezek a vegyiiletek olyan karbonsavak melyekben az a-helyzeti szénatomhoz egy
aminocsoport kapcsolodik. Az egyes aminosavak az a-szénatomhoz kapcsolodo
oldallacaikban kiilonboznek egymastol és a glicin  kivételével legalabb egy
kiralitascentrumot tartalmaznak. A proteinogén aminosavak L-aminosavak, az emberi
szervezetben jellemzéen csak kis mennyiségli D-aminosav talalhato. Az aminosavak
csoportositasa tobb féle képen torténhet, az egyik gyakori csoportositas az oldallanc kémiai
karakterisztikaja alapjan torténik.

Az oldallanc, amely egyetlen hidrogén atomtdl - mint a glicin esetében - egészen az
Osszetett aromas gytirlikig terjedhet - mint a triptofan esetében - egyedi kémiai és fizikai
tulajdonsagokkal ruhdzza fel az egyes aminosavakat. Ezen oldallancok valtozatossaga
okozza az egyes aminosavak sajatos kémiai viselkedését €s funkcioit.

Egy masik csoportositasi lehet6ség az aminosavak esszencialita alapjan torténik.
Definicié szerint azokat az aminosavakat, amelyeket a szervezet nem tud sajat maga
szintetizalni, és a taplalékkal kell felvenni, esszencialis aminosavaknak nevezziik. lde
tartozik tobbek kozott a fenilalanin, a valin, a triptofan, a treonin, az izoleucin, a metionin,
a hisztidin, a leucin és a lizin. Ezzel szemben a nem esszencialis aminosavak a szervezetben

mas molekuldkbdl szintetizalhatok, és nem sziikséges a taplalékkal torténd beviteliik.
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Tovéabba, léteznek olyan aminosavak is, amelyek normal korilmények kozott nem
esszencialisak, de bizonyos helyzetekben esszencialissa valhatnak, ezek a feltételesen
esszencialis aminosavak.

A fehérjeszintézisben betdltott szerepiik mellett az aminosavak képesek az
anyagcsere utvonalak szabalyzéasara is. Bizonyos aminosavakat kiilonféle patologias
allapotokban potencialis biomarkerként azonositottak. Depresszids és egyéb mentalis
zavarokban szenvedd egyéneknél csokkent szérum triptofan szintet figyeltek meg, mig
tiid6-, gyomor-, vastagbél-, emld- és prosztatadagnatos betegek esetében tobb aminosav
szintjének valtozasat is kimutattak. Bar a kiilonféle tumorok esetében mas-mas aminosav
szintje bizonyult indikativnak, a glutamin minden dagnatos elvaltozés esetében esszencialis
a tumorsejtek osztddasa szempontjabol. A mentalis zavarok és daganatos elvaltozasok
mellett az aminosavak a cukorbetegség patomechanizmusaban is szerepet jatszanak. Az
inzulin gatolja a fehérjék lebontasat, mikdzben fokozza az aminosavak felvételét a sejtekbe.
Ezenkiviil a lizin, aszpartat, treonin, metionin €és alanin a 2-es tipusii cukorbetegség

potencialis biomarkereinek bizonyultak.

1.1.2. Biogén aminok szerkezete és élettani funkciéja

A biogén aminok a nitrogéntartalmt szerves vegyiiletek csoportjaba tartoznak. A
legtobb biogén amin eldallitasara tobb kiilonb6zd sejttipus is képes, mig bizonyos biogén
aminok, példaul a szerotonin eléallitasara csak bizonyos dedikalt sejttipusok, példaul a
neuronok képesek.

A biogén aminok valtozatos élettani funkciokkal rendelkeznek. A hisztamin fontos
szerepet tolt be a sejtproliferacioban, és differenciacidban, a regeneracidban és a
sebgyogyulasban, az érrendszer permeabilizacidjaban, neurotranszmisszios folyamatokban;
valamint a gyulladdsos reakciokban is. A triptamin, a tiramin és a 2-fenetil-amin
neuromodulatorként és vaszkularis reguldtorokként szerepet jatszanak az idegrendszeri €s
érrendszeri funkcidokban, mig a kadaverin €s a putreszcin a sejtosztodas fontos molekulai.
Elettani szerepiik mellett a biogén aminok szdmos betegség patomechanizmuséban, mint
példaul a magas vérnyomas, a skizofrénia és a rak kialakulasaban is szerepet jatszanak. Egy
japan populacion végzett vizsgalat soran negativ korrelaciét mutattak ki az etilamin
mennyisége és a 2-es tipusu cukorbetegség kialakulasanak kockazata kozott. A metil-amin
az egyik legegyszeriibb alifas amin az emberi szervezetben, melyet szamos szdvetben és

testfolyadékban azonositottak. A metil-amin szerepét megfigyelték kozponti idegrendszeri



zavarok esetén, valamint igazoltak, hogy terhességi toxémia esetén a metil-amin
koncentracioja sziilés utan hosszabb ideig magasabb marad, mint normal terhesség esetén.
Az etanolamin az emberi test minden sejtjében jelen van a foszfolipidek alkotorészeként,
valamint szabad formaban a testfolyadékokban is megtalalato. A foszfatidil-etanolamin 6
alkotorészeként az etanolamin szerepet jatszik a neurodegenerativ rendellenességek, mint
példaul a Parkinzon-kér progresszidjaban, a tumorfejlédésben ¢és a ferroptozis
folyamataiban. A szerotonin, mint a kdzponti idegrendszer fontos neurotranszmittere
kulcsszerepet jatszik a depresszid kialakulasaban, valamint Osszefiiggésbe hozhato az

clhizassal és a cukorbetegséggel is.

1.1.3. Aminosavak és biogén aminok vizsgalati lehetéségei

Az aminosavak és biogén aminok vizsgalata szamos biokémiai és analitikai
modszerrel lehetséges, mint példaul a gazkromatografia (GC), folyadékkromatografia (LC),
magnesen magrezonancia (NMR) és tomegspektrometria (MS). A nagy érzékenységii LC-
MS rendszerek segitségével az alacsony koncentracioban jelen levé molekulak is
vizsgalhatok komplex biologiai mintdkban. LC és LC-MS analiziesek esetében mégis
gyakran sziikség van a célvegyiiletek modositasara a detektalasi és kvantitalasi hatar javitasa
érdekében. A szarmazékképzés a vizsgalandd molekula és egy reagens kozotti kémiai
reakciot jelent, amely megvaltoztatja a molekula kémiai és fizikai tulajdonsagait. A
molekulék ilyen jellegii modositasaval a derivatizalas javitja a detektalast, az elvalasztasi
hatékonysagot és az illékonysagot, valamint stabilizalja a molekulakat, ami jobb
kromatografids analizist tesz lehetdvé. Az aminosavak ¢és biogén aminok
szarmazékképzésére Szamos reagens hasznalhatd, mint példaul danzil-klorid (DnsC1),
ftalaldehid (OPA), 9-fluorenil-metil-klérformiat-klorid (FMOC-CI) vagy az AccQ-Tag. A
tomegspektrometria Sok esetben a kromatografias analizisek kiegészit6jeként hasznalhatd
az elemzések szelektivitasdnak ¢€s érzékenységének ndvelése érdekében, valamint az

ultraibolya (UV) vagy fluoreszcens detektalassal azonositott komponensek megerdsitésére.

1.1.3.1. Az AccQ-Tag derivatizaciés technika

Az AccQ-Tag derivatizacios technika (Waters), egyfajta szarmazékképzés, ami a 6-
aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil-karbamatot (ACQ) hasznalja a primer és szekunder
aminok rendkiviil stabil fluoreszcens szarmazékokka torténé atalakitasara. A reakcio elsé
1épésében a primer és szekunder aminok reakcidba 1épnek az ACQ reagenssel. A masodik

1épés egy lassabb reakcid, ahol a fennmaradt reagens vizzel reagal, és 6-aminokinolin



(AMQ), N-hidroxszukcinimid és CO2 melléktermékek képzédnek. A derivatizalas utolsod
1épése soran a f6 melléktermék, az AMQ és a fennmaradt reagens egymassal egy rendkiviil
stabil bisz-aminokinolin-karbamidot képez. Ezek a melléktermékek nem befolyasoljak az
aminosavak azonositdsdt vagy mennyiségi meghatarozasat, viszont a kromatografids
analizis soran mindségi kontrollként szolgalhatnak a derivatizalasi reakci6 sikerességének
¢s hatékonysaganak bizonyitasara. A derivatizalt aminosavak folyadékkromatografiaval

elvalaszthatok, a fluoreszcens szarmazékok pedig 260 nm hulldmhosszon detektalhatok.

1.2. Metabolomikai analizisek xenobiotikumok vizsgalatara

A xenobiotikumok olyan anyagok, melyek nem természetes részei az €16
szervezetek anyagcseréjének, azonban bejuthatnak a szervezetbe. Xenobiotikumok lehetnek
példaul a gydgyszerek, vegyi anyagok, ipari szennyezok, peszticidek vagy egyéb kornyezeti
toxikus anyagok. A metabolomikai elemzések lehetdséget biztositanak ezen anyagok
bioldgiai rendszerekre gyakorolt hatasanak vizsgalatara, ezaltal informéciot nyerhetiink
arrol, hogy ezek a xenobiotikumok hogyan valtoztatjadk meg az €16 szervezetek
anyagcserefolyamatait. A xenobiotikumok a szervezetben komplex és dinamikus
folyamatokat, példaul biotranszformacids reakciokat inditanak el, melyek sorén a szervezet
megprobalja a vegylileteket inaktivalni és/vagy eltavolitani. E folyamatok soran az anyagok
1) metabolitok forméjaban jelennek meg, melyek valtozatos modon hatnak a bioldgiai
rendszerekre.

A xenobiotikumokkal kapcsolatos metabolomikai analizisek rendkiviil fontosak a
toxikologiai kutatdsokban, mivel segitenek az ipari és gyogyszeripari termékek
biztonsdganak ¢s hatékonysdganak felmérésében. Tovabba, az egyes vegyiiletek
biotranszformacios profiljanak elemzése segithet a személyre szabott orvoslasban is, mivel
az emberek kozott el6forduld genetikai kiillonbségek befolyasolhatjak a xenobiotikumok
metabolizmusat, igy a kezelés optimalizalhato.

A metabolomikénak kulcsfontossagli szerepe van a terdpids gyodgyszerszint-
monitorozasban (therapeutic drug monitoring, TDM) is, mivel lehetové teszi a gyogyszerek
hatasainak, metabolizmusanak és kivalasztodasanak részletes és atfogd vizsgalatat a
szervezetben. A TDM célja, hogy biztositsa a gyogyszer hatékony, ugyanakkor biztonsagos
alkalmazasat, azaltal, hogy figyelemmel kiséri a gyodgyszerek és azok metabolitjainak

crer

meghatarozza az optimalis dozist. Ez legf6képpen a sziik terapias tartomannyal €s toxikus



mellékhatasokkal rendelkez6é gyogyszereket érinti, valamint azon terapias készitményeket,

melyek biotranszformacioja soran inaktiv vagy toxikus metabolitok képzddhetnek.

1.2.1. Az autoimmun hepatitisz és kezelése

Az autoimmun hepatitisz (AIH) egy ritka kronikus gyulladasos majbetegség, amely
elsésorban noket érint, de minden nemnél barmely életkorban eléfordulhat. Az AlH-t a
szérum immunglobulin G és a keringd autoantitestek emelkedett szintje, a transzaminazok
fokozott aktivitasa és majgyulladas jellemzi. A visszatéré majbetegségek, mint a cirrozis,
akut hepatitis €s végstadiumu majbetegség kialakuldsanak megeldzése érdekében az ATH
kezelése a legtobb esetben élethosszig tartd terapidt igényel. Kezelése az esetek tobbségében
szteroid-monoterapiaval kezd6dik, amelyet az azatioprinnal (AZA) végzett fenntartd
kezelés kovet. Bar a hosszi tavl szteroidterapia szamos mellékhatast, példaul
cukorbetegséget, hipertoniat és sulygyarapodast okozhat, ezek eléforduldsa csokkenthetd az

AZA és szteroidok kombinalt alkalmazésaval.

1.2.2. Az azatioprin metabolizmusa

Az AZA metabolizmusa dsszetett, és tobb enzimatikus utvonalat foglal magéaban,
amelyek aktiv, inaktiv és potencialisan toxikus metabolitokat eredményeznek.

Az AZA koriilbeliil 88%-a a gyomor-bél traktusbol torténd felszivodast kovetden a
vorosvértestekben (VVT) a glutatione-S-transzferaz (GST) segitségével 6-merkaptopurinna
(6-MP) és metilnitro-tioimidazolla alakul at. A 6-MP a tovabbiakban tobb ttvonalon
keresztiil metabolizalodhat. A tiopurin-metiltranszferaz (TPMT) enzim Kkatalizalta
reakcioban metilalddhat 6-metil-merkaptopurin ribozidda (6MMPr), ami potencialis
hepatotoxikus vegyiilet. A xantin-oxidaz (XO) altal inaktiv 6-tiuronsavva (6-TA) alakulhat;
illetve a hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz (HGPRT) révén 6-tiozin-
monofoszfatta (6-TIMP) konvertalodhat. A TPMT képes a 6-TIMP S-metilaciojat is
katalizalni, igy 6-metiltioinozin-monofoszfat (6-MeTIMP) keletkezik. Mind a 6-TIMP,
mind a 6-MeTIMP gatolja a foszforibozil-pirofoszfat-amidotranszferaz enzimet, ezaltal
csokkentve a de novo purin biozintézis mértékét. Ezt kovetden a 6-TIMP egy kétlépcsds
reakcioban 6-tioguanin-nukleotidokka (6-TGN) alakul at. Elsé 1épésként az inozin-5-
monofoszfat-dehidrogenaz  (IMPDH)  altal  katalizalt reakcioban  6-tioxantozin-
monofoszfatta (6-TXMP) alakul, amelyet a guanidin-5-monofoszfat-szintetaz (GMPS)
alakit at 6-TGN-¢. A 6-TGN-ek tekinthetok az AZA {6 terapias metabolitjainak. A 6-TGN-



ek sorozatos foszforilacios 1épésekben atalakulnak 6-tioguanin-monofoszfatta (6-TGMP)
majd 6-tioguanin-difoszfatta (6-TGDP) és végiil 6-tioguanin-trifoszfatta (6-TGTP). Bar a
6-TGN-eket tekintik a f6 terapias metabolitoknak, magas szintjiikk azonban életveszélyes

mieloszupressziot okozhat.

1.2.3. Az azatioprin terapias felhasznalisa

Az ATH kezelésén kiviil az AZA és metabolitjainak alkalmazasa kiterjed a kronikus
gyulladasos betegségek, gyermekkori akut limfoblasztos leukémia (ALL) és gyulladasos
bélbetegségek (IBD) kezelésére is. Az AZA-t eredetileg a gyermekkori leukémia kezelésére
fejlesztették ki, azonban a T-sejtekre gyakorolt antiproliferativ hatdsanak felismerése
kovetkeztében sikeresen alkalmazzdk autoimmun betegségek kezelésében és a
szervatiiltetést kovetd kilokddés megeldzésére. A tiopurinok immunszuppressziv hatdsdnak
pontos molekularis mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, &m ismeretes, hogy az
endogén purinokkal szembeni antagonista hatasuk révén beavatkozhatnak a DNS-
replikacioba. A tiopurin gyogyszerek hatékonyak a betegség kiujulasanak megel6zésében,
de nem alkalmasak a remisszié indukalasara. Bioldgiai gyogyszerekkel, példaul tumor
nekrozis faktor (TNF) elleni szerekkel kombindlva kedvezd hatéas érhetd el, mivel javitjak a
klinikai remissziot és a nyalkahartya gyogyulasat. Azonban azon betegek korében, akiknél
antitestek képzddnek egy anti-TNF készitménnyel szemben, jelentdsen nagyobb a
valoszinilisége annak, hogy egy kdvetkezd anti-TNF terapia soran is antitestek keletkeznek.
Ilyen esetekben a kombinalt anti-TNF ¢és tiopurin terapia soran a TDM alkalmazasa
eldsegitheti az immunogenitas megeldzését a masodik anti-TNF kezelés esetén. A TDM
alkalmazasa az anti-TNF és tiopurin kombinacios terapidban nemcsak a bioldgiai hatéanyag
szintjének monitorozasat, hanem a 6-TG szintjének ellendrzését és a tiopurin
maximalizalasa érdekében. A tiopurin szintjének dozismodositassal vagy farmakologiai
manipulacioval térténd optimalizalasa koltséghatékonyabb lehet, mint a bioldgiai hatéanyag
dozisanak novelése.

Az AZA szint stabilizdlédasdhoz 2-4 hetes kezelésre van sziikség, ami maés
immunszupresszans kezeléshez képest hosszabb id6. Az AZA kezelés laboratoriumi
monitorozasa magaban foglalja a teljes vérkép elemzést és a majfunkcios tesztek elvégzését,
kiilonos figyelmet forditva a hepatitis és a leukopénia eldjeleinek megjelenésére. A kezelés

soran az els¢ két honapban kéthetente, ezt kovetden pedig haromhavonta javasolt a



laboratoriumi ellenérzés. A Brit Gasztroenterologiai Tarsasag nemrégiben egy olyan
ajanlast fogalmazott meg, hogy az IBD AZA kezelése soran a tiopurin metabolitokat is
ellendrizni kell a toxicités és a dozirozasi hibak megeldzése érdekében. A rendelkezésre allo
adatok tobbsége IBD-betegekre vonatkoz6 vizsgalatokbol szarmazik, és az autoimmun AlH
kezelésében alkalmazott AZA-ra vonatkozo specifikus ajanldsok még nem keriiltek
kidolgozasra. A tiopurin-metabolitok nyomon kovetése a 6-TGN ¢és 6-MMP
ugy modosithatd, hogy a 6-TGN ¢€s 6-MMP koncentracidok a normalis terdpias tartomanyban
maradjanak. Ez kiilondsen fontos azoknal a betegeknél, akik nem mutatnak megfelel6
valaszt a kezelésre, vagy akiknél toxikus metabolitok halmozodnak fel. A tiopurin-
metabolitok monitorozasa azonban csupan a standard laboratoriumi mérések kiegészitd

elemzését jelenti.

1.3. Folyadékkromatografia-tomegspektrometria

Bioldgiai mintdk, mint példaul a vér vagy mas testfolyadékok analitikai vizsgalata
soran nagyon fontos a mintdk komplexitasanak csékkentése annak érdekében, hogy minél
tobb informaciod legyen kinyerhetd egy mintabdl. A kiilonféle elvalasztastechnikai eljarasok
egyik legszélesebb korben hasznalt formaja a folyadékkromatografia, azon beliil is a
nagyhatékonysagu- vagy ultranagy-hatékonysagi folyadékkromatografia (HPLC és
UHPLC). A nagy felbontoképesség, jo reprodukalhatosag, az elvalasztast biztosito
kolesonhatédsi tipusok széles valasztéka és a tomegspektrometrids analizissel valo
kompatibilitas miatt a folyadékkromatografia széles korben alkalmazott a kiilonféle omikai,
példaul proteomikai €s metabolomikai kutatasok soran. A kromatografban a vizsgalando
vegyliletek  elvéalasztasa a  fizikai kémia tulajdonsagokon alapul, mig a
tomegspektrométerben a kromatografias oszloprél elualodé komponensek, az ionizaciot
kovetd tomeg/toltés (m/z) viszony alapjan keriilnek elvalasztasra. Komplex biologiai
mintdk esetében mindkét elvalasztasi mod eldnyei Kihasznalhatok. Megfeleld
kromatografids elvalasztas segitségével csokkenthetd a matrix hatds, az ionszupresszio,
valamint lehetséget biztosit izobar vegyiiletek elvalasztasara és vizsgalatara is.

A tomegspektrométer miikodése soran semleges részecskékbdl gaz fazisu ionokat
allit el6, majd az ionok elvalasztasat végzi tomeg/toltés (m/z) ardnyuk alapjan. Az egyes

tomegspektrométerek kiilonféle ionforrasokat és tdmeganalizatorokat tartalmaznak, melyek



eltéré fizakai/kémiai tulajdonsdgokat hasznalnak ki az ionizacidbhoz ¢és az ionok

elvalasztasahoz.

1.3.1. Ionizaciés technikak

Kiilonb6z6 ionizaciés technikak ismertek, melyek feladata a vizsgalandé mintak
ionizécioja és gazhalmazallapotba alakitdsa. Kromatografias elvalasztassal kapcsolt analizis
soran a leggyakrabban harom ionizacios technikat alkalmaznak, az elektroporlasztasos
ionizaciot (Electrospray lonization, ESI), atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacid
(Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) és az atmoszferikus nyomasu
fotoionizéacid (Atmospheric Pressure Photoionization, APPI). Az alkalmazott ionizacids
technika kivalasztdsa nagymértékben fiigg a komponensek méretétdl és polaritasatol. Ezen
ionizécios technikdk az tigynevezett 1agy ionizacids technikak csoportjaba tartoznak, amely
azt jelenti, hogy az ionizacié soran a molekuldk nem fragmentalédnak. Az ESI soran a
kromatografids oszloprol elualodé mintat egy nagyfesziiltségre kapcsolt kapillarison
keresztiil aramoltatjak at, majd egy homérséklet gradiens és szaritdgaz alkalmazasaval az
oldoszer elparolgasa utan az ionizalt célmolekuldk bejutnak a tdmegspektrométerbe, ahol

megtorténik az ionok m/z alapu elvalasztésa.

1.3.2. Tomeganalizatorok

Az analizatorok feladata az ionforrasbol érkezd ionok tomeg/toltés (m/z) aranyuk
szerinti elvalasztasa. Az elvalasztds torténhet elektromos aram vagy magneses mezd
segitségével. Az analizatorok csoportositasa miikodési elviik és felbontasuk alapjan
torténhet igy megkiilonbozethetiink kis, kozepes és nagyfelbontasu tomeganalizatorokat. A
leggyakoribb analizatorok a kvadrupol analizator (Q), repiilési id6 analizator (TOF),
ioncsapda (IT), ion ciklotron rezonancia analizator (ICR), Orbitrap (OT) és ion mobilitasi

cella (IM).

1.3.3. Tandem tomegspektrometria

Az egyszerli tomegspektorméterek hasznalata mellett igen elterjedt az igynevezett
tandem tomegspektrométerek hasznalata. A tandem tomegspektrométerek tobb analizatort
is tartalmaznak és hasznélatukkal lehetdség van a célmolekuldk fragmentalasara, ezaltal
fontos szerkezeti informacidk nyerheték a tandem tomegspektrumokbol (MS/MS). A

tandem tomegspektrométerek tartalmazhatnak tobb ugyanazon az elven miik6dd analizatort,
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paldaul a harom kvadrupollal felszerelt késziilékeket, de lehetnek tgynevezett hibrid
késziilékek, amelyek tobb kiillonbozé elven miikodé analizatort tartalmaznak, ilyen késziilék
a QTRAP hibrid tandem tomegspektrométer (Sciex), amely kvadrupol és ioncsapda
analizatorokat tartalmaz. A QTRAP rendszer kiilonlegessége, hogy beallitastol fiiggden a
harmadik kvadrupol képes linearis ioncsapda lizemmodban is miikodni. A hibrid
felépitésnek koszonhetben a késziilékkel kiilonféle analizisformak érhetéek el, mint példaul
a fragmens ion analizis, prekurzor ion analizis, semleges vesztés vizsgalat vagy az
ugynevezett Selected/Multiple Reaction Monitoring (SRM, MRM).

SRM modban mikdédve a késziilék csak egy eldre meghatarozott prekurzor iont
enged bejutni az iitk6zési celldba, majd a képzodott fragmens ionok koziil a harmadik
kvadrupol csak egy elére meghatarozott fragmenst enged tovabb a detektorba. Igy a
tomegspektorméter csak a kivalasztott prekurzor ion és a hozza tartozd kivalasztott
fragmens ion egyiittes jelenléte esetén regisztral jelet. A prekurzor ion-fragmens ion parhoz
tartoz0 m/z értékek, ugynevezett SRM atmenetek, bedllitdsa biztositja a moddszer
szelektivitasat és specifikussagat. A gorbe alatti teriilet (AUC) ardnyos a
tomegspektrométerbe bejutott anyag mennyiségével, igy a modszer kvantitativ
vizsgalatokra is kivaloan alkalmazhatd. Szemi-kvantitativ modban az SRM modszer jol
alkalmazhato relativ kvantitalasra, azonban megfeleld beéllitasokkal abszolut kvantitalas is
lehetséges. Mind relativ, mind abszoltt kvantitalasnal sziikség van stabil izotoppal jelzett
(SIL) referencia molekulak hasznalatara, melyek belsé standardként funkcionalnak az
analizisek soran. SRM analizis soran a tomegspektrométer tobb szdz atmenet egyidejii
vizsgalatara képes, ezaltal tobb célmolekula vizsgélatara is alkalmas ugyanazon mintabol.
Az SRM modszerek érzékenysége tovabb javithatd, ha a célmolekuldkat egy megadott
retenciés 1d6 ablakban monitorozzuk, ez az tgynevezett ,,scheduled” SRM modszer,
melnyek segitségével tobb szaz komponens megfeleld érzékenységli vizsgalata is lehetséges

relative rovid kromatografias elvalasztas mellett is.
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2. Célkitiizések

Munkam soran célzott tomegspektrometrias modszerek fejlesztését és alkalmazasat
tiztem ki célul metabolomikai kérdések megvalaszolasahoz. A kutatas sordan az alabbi
specifikus célokat tiiztem ki:

1. UHPLC-SRM modszer fejlesztése aminosavak €s biogén aminok vizsgalatara

2. A Kkifejlesztett modszer validalasa és alkalmazasa komplex bioldgiai mintdk

vizsgalatara
3. UHPLC-SRM modszer fejlesztése Azatioprin metabolitok vizsgalatara

4. A kifejlesztett modszer validalasa és alkalmazasa klinikai mintédk vizsgéalatara
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3. Anyagok és médszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

Az aminosav és biogén amin analizis soran vizsgalt aminosav standardokat a Waters
kft-t61 (alanin, arginin, aszparaginsav, glicin, glutaminsav, hisztamin, cisztein, lizin, szerin,
prolin, treonin, tirozin, metionin, valin, leucin, izoleucin és fenilalanin) és a Merck Kft.-t61
(aszparagin, glutamin, taurin, hisztamin, etanolamin, metil-amin, etil-amin, citrullin, ornitin,
putreszcin, kadaverin, tiramin, triptamin, 2-fenetil-amin) vasaroltuk. A stabil izotoppal
jelzett triptofant a Cambridge Isotope Laboratories-tol szereztiik be. A derviatizacios
reakciokhoz hasznalt AccQ-Tag Ultra derivatizald kitet, valamint a kromatografias
elvalasztashoz hasznalt AccQ-Tag Ultra A és B eluenst a Waters Kft. szallitotta, mig az LC
mindségli metanolt és vizet, valamint a mintaelokészitéshez hasznalt 3kDa-0s Nanosept
oszlopot a VWR Kft-t61 szereztiik be.

Az azatioprin (AZA) metabolitok vizsgalata soran hasznalt LC mindségi
acetonitrilt, metanolt és vizet a VWR Kft-t6l, a HPLC mindségl trifluor-ecetsavat, 6-
tioguanint (6-TG), 5-bromouracilt és DL-ditiotreitolt (DTT) a Merck Kft-tdl szereztiik be.
A 6-metil-merkaptopurint (6-MMP) és a stabil izotoppal jeldlt 6-tioguanin-3CN (izotop
tisztasag 98 atom % 3C, 98 atom % °N) és 6-metil-merkaptopurin-D3 (izotop tisztasag 98

atom % D3) a Toronto Research Chemicals Inc-t61 vasaroltuk.

3.2. Mintagyiijtés

Az aminosavak és biogén aminok meghatarozasat szérum ¢és konnymintakban
végeztiik el. A kutatds soran 5 egészséges donortol gyiijtottiink szérum €s konnymintakat.
A mintagyljtés a Helsinki deklaracid elvei szerint tortént a Debreceni Egyetem altal
kiallitott etikai engedély alapjan (DEOEC RKEB/IKEB 4701A-2016). A koénnymintak
gylijtést livegkapillaris segitségével végzetiik, (VWR Kft.) stimulacio és érzéstelenités
nélkiil. Minden donor mindkét szemébdl gytijtottiink konnymintakat.

Az AZA-tartalmia Imurannal (Aspen Pharma Trading Ltd.) kezelt AIH betegek
vérmintdit a Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar Gasztroenterologiai
Osztalyanak munkatarsai bocsajtottak rendelkezésiinkre. A mintagytjtés a Helsinki
deklaracio elvei szerint tortént a Debreceni Egyetem altal kiallitott etikai engedély alapjan

(12759-6/2019/EUIG).
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3.3. Standardok és minéségi kontroll (QC) mintak készitése

A vizsgaland6 aminosavakbol és biogén aminokbol egy 2,5 mmol/L-es
2,5 mmol/L volt), amint -20°C-on taroltunk. A mindségi ellenérzésre (QC) szolgald mintak
harom kiilénb6z6 koncentracioban (2,5 umol/L, 7,5 umol/L és 15 umol/L) késziiltek harom
kiilonb6zé matrixban (MilliQ viz, szérum ¢és konny), amiket a késobbiekben a validacios
kisérletekhez hasznaltunk fel.

Az AZA metabolitok (6-TG és 6-MMP) standard oldatat a 6-TG és 6-TG_SIL
esetében metanol-2M NaOH-ban (3:7), mig a 6-MMP és 6-MMP_SIL esetében tiszta
metanolban készitettiikk el 1 mg/ml végkoncentracioban. Az egyedi oldatokat -20 °C-on
taroltuk. A kalibraciés gorbék elkészitése soran az egyedi standard oldatok
sorozathigitasanal metanol-viz (3:7) oldoszert hasznalatunk. A QC mintakat egészséges
onkéntesekt6l nyert szérum felhasznalasaval készitettiik, az egyes analitokat 5 ng/ml, 20
ng/ml, 625 ng/ml és 1250 ng/ml végkoncentracidban tartalmaztak, melyeket a késdbbi

validacios kisérletekhez hasznaltunk fel.

3.4. AccQ-Tag derivatizalas

Az aminosav és biogén amin analizishez hasznalt standardok és biologiai mintak
derivatizalasat AccQ-Tag Ultra derivatizacios kit (Waters) segitségével végeztiik el a gyartd
utasitasaink megfeleléen. 10 ul mintdhoz 70 pl borat puffert (pH=8,8), majd 20 ul AccQ-
Tag Ultra derivatizacios reagenst adtunk, majd a konponensek dsszekeverése utan a mintat
1 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten, amit egy 10 perces inkubalas kovetett 55 °C-on,
amig a 1.1.3.1 fejezetben targyalt reakciok lezajlottak.

3.5. Kromatografias és tomegspektrometrias paraméterek

Az LC-MS analizisecket ~ Waters  ACQUITY H-Class UHPLC
folyadékkromatografias  rendszerrel (Waters) kapcsolt 5500 QTRAP  (Sciex)
tomegspektrometrids rendszeren végeztik. Az UHPLC késziiléket az Empower 3
szoftvertrel (Waters), mig a tomegspektrométert az Analyst 1.6.3. verzioja szoftverrel

(Sciex) vezéreltiik.
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3.5.1. Aminosavak és biogén aminok vizsgalata

Az AccQ-Tag derivatizalt mintak kromatografias elvalasztasat AccQ-Tag Ultra C18
oszlopon (1,7 um, 2,1 x 100 mm, Waters) végeztiik, amely egy Acquity el6tét oszloppal
(0,2 um, 2,1 mm, Waters) volt felszerelve. Az alkalmazott gradiens elticios modszer hossza
11 perc volt, az aramlasi sebesség 0,65 ml/perc, az alkalmazott oszlop hémérséklet pedig
54 °C volt. A kromatografias elvalasztdshoz négy kiilonbozé oldoszer keveréket
hasznaltunk, az ,,A” oldészer 100% AccQ-Tag Ultra A eluens, a ,,B” oldoszer 10% AccQ-
Tag Ultra B eluens LC tisztasagh vizzel higitva, a ,,C” oldészer 100% LC tisztasagu viz, a
, D oldoészer pedig 100% AccQ-Tag Ultra B eluens volt. Az UHPLC-UV spektrumok
detektalasait PDA detektorral végeztem 260 nm hulldmhosszon, 10 pont/masodperces
adatgytijtési sebességgel.

A kromatografias oszloprol érkezé eluensek ionizalasara elektroporlasztasos
ionizaciot (ESI) alkalmaztunk 5000 V fesziiltséggel. Az UHPLC-SRM spektrumok pozitiv
ion modban regisztraltuk. Az ionforras gaz 1 értéke 30 psi, az ionforras gaz 2 értéke 50 psi,
a szaritogaz értéke 30 psi, az ionforras homérséklete pedig 500 °C volt, a ciklus id6 0.5
masodperc, a ciklusok szama 1319. Az regisztralt UHPLC- UV spektrumokat az Empower
3 szoftverrel, mig az UHPLC-SRM spektrumokat Skyline szoftverrel értékeltiik (verzio
szam 23.1.0.455).

3.5.2. AZA metabolitok vizsgalata

A 6-TG és 6-MMP molekulak folyadékkromatografias elvalasztasat AccQ-tag Ultra
C18 oszlopon (1,7 um; 2,1 x 100 mm, Waters) végeztiik, amely el6tt egy Acquity el6tét
oszlopot (0,2 um; 2,1 mm Waters) hasznaltunk. A teljes analizis hossza, az ekvilibarlasi
id6vel egyiitt 4 perc volt. Az elvalasztas soran alkalmazott aramlasi sebesség 0,40 ml/perc
az oszlop homérséklete 40 °C volt. Az ,,A” eluens 0,02 mol/l ammoénium-formiat, 0,3%
(v/v) hangyasavat tartalmazo vizben oldva (pH = 3,00), a,,B” eluens pedig 100% acetonitril
volt.

Az SRM alapt célzott MS-analizist elektrospray ionizacidval végeztiik pozitiv ion
tizemmodban, 5500 V porlasztasi fesziiltséggel. Az ionforrds hémérsékletét 500 °C-ra,
ionforras gaz 1 értéke 30 psi, az ionforras gaz 2 értéke 50 psi, a szaritogaz értéke 30 psi vollt.
Az alkalmazott deklaszter potencial 100 eV volt, a fragmentacidhoz pedig 40 eV {itkdzési
energiat hasznaltunk. Belsé standardként a stabil izotopokkal jelslt 6-tioguanin-*3C*°N (6-
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TG_SIL) és 6-metil-merkaptopurin-Dz (6-MMP_SIL) vegyiileteket hasznaltuk. Az SRM-

spektrumokat a Skyline szoftverrel (verzio szdm 23.1.0.455) elemeztiik.

3.6. LC-MS modszerek validalasa

3.6.1. Aminosavak és biogén aminok vizsgalatara szolgal6 modszer validalasa

A kifejleszett modszert a Galba és munkatarsai €és Grey €s munkatarsai altal
alkalmazott, az FDA iranyelveknek megfelel6 modon validaltuk. A validalds soran
vizsgaltuk a linearitast, pontossagot, egy napon beliili és napok kozotti variabilitast, matrix
hatast, a visszanyerést, a kimutatasi hatart (LOD), a kvantitalasi hatart (LOQ) és a stabilitast.

A linearitéast 0,25-30 pmol/L-es koncentréacio tartomanyban vizsgaltuk mind harom
matrixban (MilliQ viz, szérum és konny). Mindharom vizsgalt matrix esetén harom
parhuzamos analizist végeztiink, majd a kapott kalibraciés egyenesek segitségével
meghataroztuk a kimutatasi hatart (LOD) és a kvantitalasi hatart (LOQ).
majd midnegyik mintat Otszor analizaltuk és ezen eredményekb6l meghataroztuk a
pontossagot, az egy napon beliili variabilitast, a matrix hatést, a visszanyerést és a stabilitast.
A napok kozotti variabilitds szamitasdhoz harom egymast kdvetd nap (naponta 5 mérés
minden koncentraciobol és matrixbol) mérési eredményeit hasznaltuk fel. A visszanyerést
a mért értékek és a néveleges értékek dsszevetésével szamitottuk Ki.

Az autosampler stabilitast ugy teszteltiik, hogy a QC mintakat 12 6ran keresztiil 4°C
a késziilékben hagytuk, majd analizaltuk. A fagyasztasi-olvasztasi stabilitas
meghatarozasahoz a QC mintakat -70°C-on lefagyasztottuk, majd szobahdmérsékleten
felolvasztottuk; ezt a fagyasztas-olvasztas ciklust pedig haromszor megismételtik. A
stabilitdst mind derivatizalas el6tt, mind derivatizdlds utdn fagyasztott mintdkon
megvizsgaltuk, az eredményeket pedig a frissen elkészitett QC mintdk értékeihez

hasonlitottuk.

3.6.2. AZA metabolitok vizsgalatara szolgalé modszer validalasa

A kifejlesztett LC-MS modszert az Eurdpai Gyogyszeriigynokség (European
Medicines Agency- EMA) M10-es iranyelve €s gyogyszerekre vonatkozé nemzetkdzi
szabalyozéasokat 6sszehangolé ICH (International Council for Harmonisation) eldirdsai
alapjan validaltuk Yu és munkatédrsai, valamint Miao és munkatdrsai korabbi munkéja

alapjan. Meghataroztuk a linearitast, a szelektivitast, a specificitast, a pontossagot és a
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precizitast, az egy napon beliilli és a napok kozotti variabilitdst, az atmosodast, a
visszanyerést, a matrixhatast, az alsé kvantitalasi hatart (LLOQ) és a felsé kvantitalasi
hatarat (ULOQ).

A kalibracios standardok ugyanabban a bioldgiai matrixban késziiltek, mint a
késébbiekben vizsgalt Klinikai mintak. A vizsgalt kalibracids tartomany 2,5-5000 ng/mi
volt, amit az Eurdpai Gyodgyszeriigynokség iranymutatasainak megfeleléen vizsgaltuk. A
kritériumok szerint az LLOQ esetében a pontossag a névleges koncentracié +20%-an beliil,
mig az Osszes tobbi kalibracios pont esetén +15%-0s hataron beliil mozoghat és a kalibracios
pontok legalabb 75%-anak teljesitenie kell a kritériumokat.

A szelektivitds meghatarozasdhoz olyan matrix mintdkat elemeztliink, ami nem
tartalmazta a vizsgalt vegyiileteket és/vagy annak SIL verzidjat. A kritérium Szerint a
vizsgalt retencios idoknél nem lehetnek interferald csucsok.

A specificitas vizsgalatahoz 5-bromouracilt hasznaltunk, amely egy purin nukleotid
analogja a vizsgalt molekulaknak. A kritérium alapjan az 5-bromouracil nem zavarhatja a
célmolekulék és SIL verzioik meghatarozasat.
elemzésével hataroztuk meg. Az egy napon beliili és a napok kozotti variabilitast a QC
mintak 6t parhuzamos analizisébdl hatdroztuk meg ugyanazon a napon és még két tovabbi
napon keresztiil.

A rendszer atmosddasat a kalibracios gorbék ULOQ értékét kovetd matrix mintak
elemzésével vizsgaltuk.

A matrix hatasat hat kiilonb6z6 matrixbol szarmazé alacsony (20 ng/ml) és magas
(1250 ng/ml) koncentracioji QC analizisével vizsgaltuk harom parhuzamost alkalmazva.
Az EMA kritérium alapjan a pontossag €s a variacios egyiitthatd nem lehet tobb mint 15%.

A mintak fagyasztasi-olvasztasi stabilitasat a QC mintak elemzésével vizsgaltuk
harom fagyasztas-olvasztas ciklus utan -70 °C-on. Az EMA kritériumok alapjan az alacsony
mintakkal azonos méodon kell kezelni. A QC mintakat a fagyasztas-olvasztasi Ciklusok
kozott legalabb 12 oran at fagyasztva kell tartani és a stabilitas vizsgalatokat frissen készitett
kalibracios standardok és QC-k felhasznalasaval kell elvégezni. A vizsgalt molekulak
hosszl tavu stabilitasat -20 «C-on 10 hétig tarolt matrixban vizsgaltuk.

A 6-TG és 6-MMP valamint a belso standardok torzsoldatainak ¢s munkaoldatainak

stabilitasat a vizsgalati mintdk elemzéséhez hasznalt trolasi kortilmények kdzott hataroztuk

crer
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Meghataroztuk a feldolgozott mintak stabilitasat is, beleértve az elemzés befejezéséig eltelt
1d6t, valamint az autosampler stabilitast is, illetve az ismételt analizisek reprodukalhatosagat

is vizsgaltuk.

3.7. Szérum és konny mintdk aminosav és biogén amin tartalmanak analizise

A vizsgalatokhoz gytjtott konnymintakbol 3-3 pl mennyiséget MilliQ vizzel 50 pl-
re egészitettiink ki, majd Nanosept3K sziirén (VWR Kft.) centrifugaltuk, hogy a
vizsgalanddé komponenseket elvalasszuk a fehérjéktdl és a nagyobb molekula tomegi
vegyliletekt6l. A centrifugalast 2x10 percig 16000 g-n végeztiik 4°C-on, majd a szirletet
vakuum koncentratorban (Thermo Scientific) beszaritottuk 80 ul borat pufferben torténd
feloldas utan elvégeztiik az 3.4 fejezetben ismeretetett AccQ-Tag derivatizalasi reakciot.

A szérum mintakbol 100 pl-t sziirtlink 4t Nanosept3K sziirén és hasolndan a
konnymintak el6készitéséhez 2x10 percig 16000 g-n 4°C-on centrifugaltuk. Az AccQ-Tag
derivatizalast 10 ul szlirletbdl végeztiik el.

Az igy eldkészitett konnymintakat higitds nélkiil, mig a szérum mintakat higitas
nélkiil és tizszeres higitdsban is analizéltuk. A kromatografids oszlopra felvitt térfogat
minden esetben 1ul volt, a szdmitott aminosav koncentracid értékek az eredeti mintakra

vonatkoztak.

3.8. AZA metabolitok vizsgalata AIH-s betegek vérmintaiban

Az EDTA-val kezelt csébe gytijtott vérmintakat kétszeres térfogatit UPLC mindségii
vizzel 1 percig keverve lizaltuk. Ezutan 200 pL lizatumhoz 100 pL SIL molekula keveréket
(0,2 pg/ml minden egyes vegyiilet esetében) és 150 ulL (vizben feloldva 0,1 mol/l
koncentracioban) DTT-t adtunk, majd a fehérjéket 40 pL 100%-os trifluorecetsavval 1
percig torténd kevertetés soran kicsaptuk. A mintakat 15 percen keresztiil 16100 g-vel
centrifugaltuk szobahémérsékleten, majd 2 x 200 uL feliiliiszot egy 0j cs6be pipettaztunk
€s 45 percig 100 °C-on inkubaltuk, majd ismét 15 percig 16100 g-vel centrifugaltuk. Ezt
kovetéen 200 pL feliiluszot egy Uj csObe pipettaztuk, és megismételtik az el6zd
centrifugalasi 1€pést. A tiszta feliiluszobol 100 pL térfogatot pipettaztunk a mintatartokba,
melyekbdl 5 uL-t injektaljuk az UPLC rendszerre. A 6-TGN-eket a savas koriilmények

crer

crer
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crer

torténd normalizalassal szamoltuk ki.

4, Eredmények

Munkank soran az emberi szervezetben endogén modon megtalalhaté aminosavak
¢s biogén aminok, valamint Azatioprin metabolit xenobiotikumok célzott
tomegspektrometrias vizsgalatat végeztilkk el, mely magéaba foglalta a moddszerek

fejelsztését, validalasat és alkalmazasat biologiai mintakon.

4.1. UHPLC-MS modszerfejesztés aminosavak és biogén aminok vizsgalatara

Mivel az aminosavak és biogén aminok mennyiségi valtozasa koros elvaltozasokat
jelezhet az emberi szervezetben, kifejlesztettiink egy a vizsgalatukra alkalmas gyors
UHPLC-MS modszert. A 33 cél molekula vizsgalatara a 1.1.3.1 fejezetben részletezett
AccQ-Tag derivatizacios technikat alkalmaztuk, melyet UHPLC-MS analizis kovetett.

4.1.1. Tomegsektrometrias paraméterek meghatarozasa

Mivel a mintael6készités soran hasznalt derivatizalasi reakcid tomegkiilonbséget
eredményez a vizsgalandé molekuldkon, a tomegspektrometrias analizis el6tt sziikséges
volt meghatarozni a prekurzor ionok m/z értékét. A hisztidin, ornitin, citrullin és egyes
biogén aminok esetében egynél tobb szabad aminocsoport is megtalalhatdé a molekuléban,
igy megvizsgaltuk a tobbszords derivatizalodas lehetdségét is.

A tomegspektrometrids vizsgalatok alapjan a citrullin, hisztidin, hisztamin és
triptamin esetében egy amino csoport esetében volt megfigyelhetd a szarmazékképzés, mig
a kadaverin, ornitin, és putreszcin esetében két amino csoport szarmazékképzése volt
azonosithatd. A szerotonin esetében egyszeres €s kétszeres modositas is azonosithato volt,
azonban a kétszeresen modositott forma sokkal alacsonyabb intenzitassal jelentkezett az
egyszereshez képest analizisek sordn. Mivel az egyszeresen €s kétszeresen szdrmazékolt
molekuldk kozotti arany allando volt, a tovabbi analizisek sordn a kétszeresen modositott
forma értékeit hasznaltuk a moddszerfajl elkészitéséhez. A szarmazékolt molekuldk
fragmentacios analizisének elvégzése utan létrehoztuk a kivalasztott ionatmenetek

vizsgalatara alkalmas SRM moddszerfajlt.
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4.1.2. UHPLC-UV-MS modszerfejlesztés

A moédszert egy 5500 QTRAP tandem tomegspektrométerrel 6sszekapcsolt Acquity
H-Class UHPLC-rendszeren fejlesztettik ki. A kromatografias elucios profilt
optimalizaltuk, melynek eredményeként egy a 33 aminosav €s biogén amin elvalasztasara
alkalmas 11 perces gradienst hoztunk 1étre. A derivatizalt molekuldkat 260 nm-es
hullamhosszon fotodidédasoros (PDA) detektorral és az 5500 QTRAP tomegspektrométerrel
SRM iizemmodban detektaltuk. Az optimalizalt kromatografids paraméterek
alkalmazasaval a derivatizalt molekuldk elvalasztasa a triptamin és a 2-fenetil-amin
kivételével sikeres volt, viszont a tomegkiilonbség miatt az egyedi analizisiik az SRM

modszerrel elvégezhetd volt.

4.1.3. UHPLC-UV-MS médszer validacié

A kifejlesztett modszert az FDA iranymutatasainak megfeleléen validaltuk, Galba
¢s munkatarsai, valamint Grey és munkatarsai munkdja alapjan. A kalibracids tartomanyt
harom kiilonféle matrixban, MilliQ vizben, szérumban és konnyben 0,25-30 pmol/l
koncentraci6 vizsgaltuk, melyek alapjan meghataroztuk a kimutatasi hatart (LOD) és a
kvantitalasi hatart (LOQ) is.

Az UV-detektorral regisztralt adatok estében a kimutatasi hatarok (LOD) a
kovetkezd szerint alakultak: MilliQ vizben 0,108-2,023 pumol/l, szérum matrixban 0,097-
2,304 pmol/l, konny matrixban pedig 0,124-1,372 pmol/l tartomény figyelhetd meg. A
kvantitalasi hatarok esetében magasabb koncentraciok voltak megfigyelhetok: MilliQ
vizben 0,361-6,743 umol/l, szérum matrixban 0,325-7,679 umol/l, konny matrixban pedig
0,412-5,575 umol/l. A linearis kalibracios tartomany MilliQ vizben matrixban 1-20 pmol/l
kozotti része minden vizsgalt molekula estében megfigyelhetd, szérum matrix esetében ez
a tartomany moédosul 2,5-25 pmol/l-re, konny matrix estében pedig 1-15 pmol/l-re.

Az SRM analizis eredményei alapjan meghatarozott kimutatdsi hatirok a
kovetkezOk szerint alakultak: MilliQ vizben 0,021-1,042 umol/l, szérumban 0,025-0,858
umol/l, konnyben 0,038-1,574 pmol/l tartomany figyelhetd meg. A kvantitalasi hatarok
esetében itt is magasabb koncentraciok voltak megfigyelhetok: MilliQ vizben 0,071-3,472
umol/l, szérumban 0,083-2,86 umol/l, konnyben 0,127-5,247 umol/I. A linearis kalibracios
tartomany 0,25-1 umol/l kozotti része minden vizsgalt molekula estében megfigyelhetd. A

biogén aminok esetében jellemzden kis koncentracioban volt lineari dsszefliggés a gorbe
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alatti teriilet és a koncentracio kozott, az aminosavak esetében viszont tagabb 0,25-20 pmol/l
kozotti tartomany Volt jellemzd.

Az UHPLC-UYV ¢és az SRM analizissel regisztralt eredmények 6sszehasonlitdsa azt
mutatta, hogy mig a triptamin és a 2-fenetil-amin egyedi analizise SRM analizissel is
elvégezhetd, a szamitott linearis dinamikai tartoméanyok szélesebbek voltak az UHPLC-UV
analizis esetében az SRM-hez képest. Az adatok alapjan ugy dontéttiink, hogy az UHPLC-
UV analizist hasznaljuk a derivatizalt aminosavak ¢és biogén aminok mennyiségi
meghatarozasara és a kifejlesztett modszer tovabbi validalasara. Az SRM-analizist a
kromatografids csicsok megerdsitésére, valamint az egyiittesen jelen 1évo triptamin és 2-
fenetil-amin minéségi és mennyiségi elemzésére alkalmaztuk.

A kifejlesztett modszer validalasahoz MilliQ viz, szérum €s konny matrixokban QC
mintakat hoztunk létre, melyek 2,5 pumol/l, 7,5 pumol/l és 15 pmol/l koncentracioban
tartalmaztak a vizsgalt analitokat. A mintak analizisével meghataroztuk az egy napon beliili
¢s napok koOzotti variabilitdst, pontossagat és precizitdsat. A 33 derivatizalt molekula
esetében a pontossag 85,66% és 114,41% kozott mozgott MilliQ vizben, 90,92% és
114,12% kozott szérum matrixban €s 91,39% és 114,80% kozott konny matrixban. Az egy
napon beliilli és a napok kozotti variabilitdst és pontossdg MilliQ vizben és a
konnymatrixban 15% alattinak, mig szérum matrixban pedig 9% alattinak bizonyult. A QC-
mintak elemzése soran kapott adatokbol szamitott visszanyerés 85%-nal magasabb volt. A
matrixhatas vizsgéalata soran jelentds interferenciat tapasztaltunk. Szérum matrix esetében
15% feletti volt a matrixhatas a hisztidin, a glutamin, az arginin, a hisztamin, a szerotonin,
a triptofan, a triptamin és a 2-fenetil-amin estében, jelemzden az alacsony koncentracio
esetében. A konny matrix esetében a lizin, a tirozin, a valin, a kadaverin ¢€s a triptofan
esetében figyeltink meg 15%-0t meghaladd matrixhatast. A molekuldk stabilitasat
kiilonbozo korilmények kozott vizsgaltuk. Vizsgaltuk a stabilitasukat az autosamplerben,
valamint derivatizalas el6tti és derivatizalas utani fagyasztasi-olvasztasi ciklusok soran is.
Adatainkat figyelembe véve arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a mintakat nem szabad
12 6rénal hosszabb ideig az autosamplerben tarolni, €s a fagyasztasi-olvasztasi ciklusokat

is keriilni kell a pontos mennyiségi meghatarozas érdekében.

4.2. Szérum és konny mintak aninosav és biogén amin tartalmanak meghatarozasa

A validalt modszer segitségével meghataroztuk a kivalasztott aminosavak és biogén

crer
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mintagyiijtést kovetden a szérum és a konnymintakat 3 KDa-0s spin oszlopokon tisztitottuk
¢s AccQ-tag derivatizalasnak vetettiik ald. A mintaelokészités soran fellépd lehetséges
veszteség meghatarozasahoz megvizsgaltuk az aminosav €s biogén amin standard keveréket
tisztitas nélkiil és tisztitas utan. A tisztitott €s nem tisztitott mintak cstcsteriiletei kozott nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget. Az 6t egészséges Onkéntest6l szarmazo szérum
mintakat derivatizaltuk, a validalt modszerrel elemeztiik, és kiszamitottuk a molekulak

Az 5 egészséges Onkéntesbdl gyiijtott szérum mintaban a hisztamin, a tiramin, a
triptamin és a 2-fenetil-amin kivételével valamennyi derivatizalt aminosavat és biogén
amint azonositani tudtuk. Az etil-amint UHPLC-UV analizissel kimutattuk a szérum
mintakban, de a koncentracié a kvantitalasi hatarérték alatt volt, mig a metil-amint csak
SRM analizissel tudtuk kimutatni.

Az eredmények alapjan a glutamin, az alanin és a glicin volt jelen a legnagyobb
koncentracidban, mig a szerin, treonin, prolin, cisztein, lizin, valin és leucin koncentracioja
100 pumol/I-nél magasabbank bizonyult. A vizsgalt biogén aminok szintje jelentGsen
alacsonyabb volt a szérumban, mint a proteinogén és nem-proteinogén aminosavakeé.

Ugyanezen 5 egészséges onkéntest6l konnymintakat is gyiijtottiink. A mintagyijtés
soran mindkét szembdl megkiséreltiik a konny gyiijtését, azonban ez nem minden esetben
volt lehetséges, igy Osszesen 8 konnyminta analizisét végeztiik el, melyeket egyedi
mintaként tekintettiik. A derivatizalas és elemzés utan a vizsgalt molekulak a szerotonin,
putreszcin, triptamin és a 2-fenetil-amin kivételével azonosithatok voltak a mintakban.

Az etanolamin, etilamin, metionin, kadaverin, tiramin, leucin és fenilalanin UHPLC-
UV analizissel kimutathaté volt a konnymintakban, azonban a koncentraciojuk a
kvantitalasi hatarérték ala esett. A metilamint csak SRM analizissel tudtuk kimutatni.

A validalt médszerrel 17 proteinogén és 2 nem-proteinogén aminosav és a taurin
mennyiségi meghatarozasa volt lehetséges. A szérummintdk elemzése sordn kapott
eredményekhez hasonloan a biogén aminok koncentracioja a kdnnyben is alacsonyabb volt
az aminosavakhoz képest. Eredményeink alapjan a vizsgalt biomolekulak koziil a szerin

koncentracidja a legmagasabb a konnyben.
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4.3. UHPLC-MS mddszerfejesztés Azatioprin metabolitok vizsgalatara
szolgalhat az AIH-s betegek terapiaja soran, ezért kifejlesztettiink egy SRM-alapii LC-MS

modszert a 6-TG és a 6-MMP azonositasara és mennyiségi meghatarozasara.

4.3.1. Tomegsektrometrias paraméterek meghatarozasa
Az aminosav ¢€s biogén amin analizishez hasonl6an a modszerfejlesztés kezdetén
meghataroztuk az SRM modszerfajlhoz sziikséges paramétereket standard molekulak

segitségével. Az analizishez stabil izotoppal jeldlt (SIL) standardokat is felhasznaltunk.

4.3.2. UHPLC-MS modszerfejlesztés

A modszert egy Acquity H-Class UHPLC késziilékhez (Waters) kapcsolt
5500QTRAP tandem tomegspektrometrias (Sciex) rendszeren fejlesztettiik  ki.
Optimalizaltunk egy megfeleld kromatografias elucids profilt optimalizaltuk, és egy gyors,
4 perces gradienst hoztunk 1étre. A SIL standardokat mindségi kontrollként és a pontos
mennyiségi meghatarozas érdekében hasznaltunk. Az alkalmazott SRM-atmenetek
specifikusak voltak a célmolekulakra, ennek megfeleléen a célmolekulak és szintetikus
megfeleldik azonositasa sikeresen megtortént. A mért retenciods 1ddk 0,73 perc (6-TG és 6-

TG_SIL) és 1,66 perc (6-MMP és 6-MMP_SIL) voltak.

4.3.3. UHPLC-MS modszer validacio

A Kkifejlesztett LC-MS modszert az Eurdpai Gyodgyszeriigynokség (EMA)
iranymutatasai szerint validaltuk, melynek sordn vizsgaltuk a moddszer szelektivitasat,
specificitasat, az a&tmosddast, a linedris tartomanyt, az als6 kvanitalas hatart (LLOQ), a felsé
kvantitalasi hatart (ULOQ), a pontossagot, a precizitast, a visszanyerést, a matrixhatast és a
stabilitast.

A modszer erzékenységének és kalibracids tartomdnydnak meghatdrozisahoz a
matrixot egészséges onkéntesektdl gylijtott vérmintakbol allitottuk eld. Mindkét vizsgalt
molekula esetén 2,5-2500 ng/ml koncentracié tartomanyban vizsgaltuk a linearitast az
elkészitett matrixban. A kalibracids gorbe, az LLOQ ¢és az ULOQ meghatarozasahoz a
linearis tartomanyt harom fliggetlen kisérlet soran, két ismétlésben, hdrom napon keresztiil
vizsgaltuk. A regisztralt adatok felhaszndldsaval linearis regresszid analizist végeztiink

logaritmikus skaldk alkalmazasaval. Az elemzés sordn a 6-TG esetében y = 0,0073*x +
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0,0042 (R? = 1), mig a 6-MMP esetében y = 0,0087*x - 0,0035 (R? = 0,9993) egyenleteket
kaptuk. Az LLOQ 5 ng/ml-nek, mig az ULOQ 1250 ng/ml-nek bizonyult mindkét vizsgalt
molekula esetében.

A rendszer szelektivitasanak és atmosodasanak meghatarozasahoz hat egyedi matrix
mintat (analit és SIL nélkiili) hasznaltunk. Az LLOQ analit valaszai a 6-TG esetében 7,60
%, a 6-MMP esetében 2,31 % voltak, mig az SIL vélaszok alacsonyabbak voltak. Az
atmosddas vizsgalata soran a 6-TG és 6-MMP valaszai az ULOQ utan 10,37 % és 3,28 %,
mig az SIL valaszok 1,09 % és 0,01 % voltak. A specificitast 100 ng/ml 5-bromouracil
alkalmazasaval teszteltiik, és az analit valaszok 5,17 % és 1,48 % voltak.

A pontossagot, precizitast €s visszanyerést napon beliil és napok kozott is vizsgaltuk.
Az eredmények szerint a pontossag és a precizitds minden koncentracional 15%-on beliil
maradt. A matrixhatast alacsony (20 ng/ml) és magas (1250 ng/ml) koncentracional
vizsgaltuk, és a pontossag, visszanyerés és matrixhatas a névleges koncentracid 15%-anal
kisebb volt.

A stabilitast fagyasztas-olvasztasi, hossza tava (10 hét) és munkaoldat tesztekkel
vizsgaltuk, -20°C-on tarolva. A minta stabilitast kdzvetleniil a mintael6készités utan és hat
ords autosampler tdrolds utan elemeztiik. Az ismételt injektaldsi reprodukalhatosdgot
teszteltiik. A 6-TG esetében a visszanyerés 15%-on beliill maradt, mig a 6-MMP-nél a
kiilonbségek 25% ¢és 60% kozott mozogtak, a legjobb visszanyerést 20 ng/ml

koncentracional tapasztaltuk.

vérmintaiban
Hogy bizonyitsuk a validalt modszer hasznalhatosagat klinikai mintak elemzésére,
megvizsgaltuk a 6-TG és 6-MMP mennyiségét AlH-ban szenvedd betegek vérmintaiban. A
betegek kiilonb6zé doézisi AZA (Imuran) kezelést kaptak. A terapids hatékonysag
szempontjabol fontos 6-TGN ¢és MMPr koncentracidkat a 6-TG ¢és 6-MMP
Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a wvalidalt modszer segitségével

meghatarozott metabolit koncentraci6 aranyos az alkalmazott terapias dozissal.
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5. Diszkusszio

A metabolomikai vizsgalatok kulcsszerepet jatszanak az endogén molekulak és
xenobiotikumok analizisében, mivel képesek atfogd képet adni a biologiai rendszerek
kémiai Osszetételérdl. Az endogén molekuldk, mint példaul a metabolitok, informaciot
nyujtanaka sejtek és szovetek allapotardl, mig a xenobiotikumok, mint a gyodgyszerek,
toxikus anyagok vagy kornyezeti szennyezok, hatassal lehetnek a metabolikus hal6zatokra.
A metabolomika lehetévé teszi a molekularis interakciok, biokémiai utak és fizioldgiai
valaszok feltérképezését, ami elengedhetetlen a betegségek mechanizmusainak
megértésében, a biomarkerek azonositdsaban, valamint a gyogyszerfejlesztésben és a
toxicitas eldrejelzésében. Az LC-MS analizis kiilondsen fontos eszkdze ennek a teriiletnek,
mivel képes a metabolitokat és valamint a xenobiotikumokat érzékenyen és specifikus
vizsgalatara. Az LC-MS technika kombindlja a kromatografia el6nyeit a
tomegspektrometriaval, amelyek lehetdvé teszik a vegyiiletek elvalasztasat valamint a
molekuldk azonositdsat és kvantitalasat. Ez a modszer kiilondsen hasznos a metabolikus
halézatok megértésében, a gyogyszerek hatdsainak és toxicitdsanak vizsgéalatdban, valamint
a betegségek mechanizmusainak feltarasaban.

A kutatas soran célom célzott LC-MS modszerek tervezése, validalasa és

alkalmazasa volt bioldgiai mintakon.

5.1. Aminosavak és biogén aminok meghatarozasa

Kifejlesztettiink egy LC-MS modszert szérum és konnymintdk aminosav és biogén
amin tartalménak vizsgalatara, melyet az FDA irdnymutatdsainak megfelelden validaltunk.
A validaciés kisérletek eredményeibdl megallapitottuk, hogy a moddszer megfeleld
érzékenységli és széles dinamikus tartoménnyal rendelkezik, amely alkalmassd teszi
komplex bioldgiai mintak elemzésére. Az UV- és SRM alapt detektdlas eredményeit
Osszehasonlitva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az UV detektalas szélesebb
dinamikus tartomannyal rendelkezik, ezért a célmolekulak kvantitdlasara ezt a detektalasi
modot hasznaltuk. Az SRM-analizist a kromatografias csicsok meger6sitésére, valamint az
egyiittesen jelen 1évo triptamin és 2-fenetil-amin mindségi és mennyiségi elemzésére
alkalmaztuk. A variabilitas, pontossag €s precizitas vizsgalata soran az eredmények az FDA
kritériumoknak megfelelden +15%-nal kisebb eltérést mutattak. Jelentds matrix hatést
azonositottunk a vizsgalataink sordn, igy ezen moddszer hasznélata soran a kalibracids

gorbéket célszerli az alkalmazott matrixban elkésziteni a megfeleld kvantitalas érdekében.
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A stabilitasi vizsgalatok alapjan elmondhat6, hogy keriilni kell a mintdk hosszu tavu
tarolasat és az ismételt fagyasztas-olvasztas ciklusokat.

Az emberi testfolyadékok koziil a szérum a legszélesebb korben alkalmazott
bioldgiai minta az orvostudomanyban, kiilondsen a koros elvaltozasok diagnosztizalasdban
¢s az alkalmazott terapidk monitorozasaban. A szérum fehérjékben és metabolitokban
gazdag, és minimalisan invaziv modon nyerheté minta, igy kiemelt jelentGséget kap a
biomarker kutatasokban. A validalt modszer segitségével megvizsgaltuk Ot egészséges
onkéntes szérum mintajat. A hisztamin, a tiramin, a triptamin és a 2-fenetil-amin kivételével
minden célmolekulat sikeriilt azonositanunk és az etil-amin és metil-amin kivételével a
kvantitalasuk is lehetséges volt. Az eredmények alapjan a szérumban a glutamin €s az alanin
koncentracidja a legmagasabb, amely 6sszhangban van a tudomanyos irodalommal. A f6bb
nitrogén transzporterek mellett a szerin, glicin, treonin, prolin, lizin, valin és leucin
koncentracidja 100 umol/I-nél nagyobbnak bizonyult. A vizsgalt biogén aminok szintje
jelentdsen alacsonyabb volt a szérumban, mint a proteinogén ¢€s nem-proteinogén
aminosavakeé.

A szérum aminosav profiljaban bekovetkezd valtozasok monitorozasanak fontos
szerepe van mind a biologiai mind pedig az orvostudomanyokban, mivel az aminosavak
fontos szerepet toltenek be a szervezet homeosztatikus folyamataiban és bizonyos
betegségek patogenezisében is. Osszefiiggést taldltak a szérum glicin koncentracid és az
inzulinrezisztencia, valamint a metabolikus szindroma kozott. Az elagazd lanch
aminosavak, mint a valin, leucin és izoleucin emelkedett mennyiségét azonositottak
juharszirup betegségben, mig jelentds csokkenésiiket mutattak ki az elagazo lanct ketosav-
dehidrogenaz-kinaz hiany okozta autizmus esetében. Az aminosavak mellett a biogén
aminok is fontos szerepet jatszanak a homeosztatikus és patoldgids folyamatokban. Az
etanolamin, mint a plazmalogének alkotdeleme szerepet jatszhat, neurologiai problémak,
példaul az Alzheimer-kor kialakulasaban. A poliaminok, mint példaul a putreszcin és a
kadaverin kiilonb6z6 funkciokat toltenek be az emberi szervezetben, €s jelentds szerepiik
van olyan koros allapotokban, mint a kronikus veseelégtelenség vagy az autoimmun
pajzsmirigybetegségek. Ezen kivil a kadaverint az emlérdk kialakulasanak
szabalyozdjaként is azonositottak.

Bar a kiilonb6z0 patoldgias elvaltozasok diagnosztizalasahoz leggyakrabban szérum
mintakat vizsgalnak, a konny is jelentdés orvostudomanyi relevanciaval bir. A koénny
fehérjetartalmanak valtozasat tobb lokdlis és szisztémas patologias elvaltozassal is

Osszefiiggésbe hoztak, igy fontos szerepet jatszika biomarker kutatasokban. A kdnnymintak
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vizsgalatanak tovabbi elénye a nem invaziv és viszonylag egyszerii mintavéleti méd. Az
ugyanazon 0t egészséges egyéntdl gylijtott konny analizise soran a szerotonin, a triptamin,
putreszcin és a 2-fenetil-amin kivételével minden célmolekula azonositasa sikeres volt. Az
etanolamin, etilamin, metilamin, metionin, kadaverin, tiramin, leucin és fenilalanin
kivételével a vizsgalt molekulak kvanitativ meghatarozasa is Iehetséges volt. A
szérummintdk elemzése soran kapott eredményekhez hasonléan a konnyekben a biogén
aminok koncentracidja alacsonyabb volt, mint az aminosavaké. Tovabba kimutattuk, hogy
a vizsgalt aminosavak €s biogén aminok eltérd koncentracidoban fordulnak elé a konnyben
¢és a szérumban. Bar értékes biomarker forrasként szolgal, a konny metabolit profiljaban
bekovetkez6 valtozasokat nem vizsgaltak olyan behatdan, mint a szérum esetében. Tobb
tanulmany soran is megfigyelték a konny metabolit profiljanak valtozasat keratoconus,
keratitis és szaraz szem szindroma esetében, azonban a konnyben talalhatdo aminosavak és
biogén aminok jelentéségérél csak korlatozott informacié all rendelkezésre a
szakirodalomban. ChenZhuo és munkatarsai kimutattak, hogy az alanin, aszpartat és taurin
szintje szignifikdnsan magasabb volt a szdraz szem szindrémaban szenvedd betegek
konnyében, mint az egészséges kontrollokéban. Nakatsukasa ¢s munkatarsai munkaja
alapjan az arginin, metionin és taurin mennyisége csokkenést mutatott, mig az ornitin, lizin
¢s treonin mennyisége ndvekedést mutatott szemfelszini betegségekben.

Bar a tudoményos irodalomban elérhetd informaci6 mennyisége korlatozott, a
rendelkezésre allo tanulmanyokbol kideriil, hogy a konny aminosav- és biogén amin
profiljanak elemzése értékes informaciokkal szolgalhat a kiilonb6zd patologias

elvalzotasokra jellemz6 molekularis véaltozasokrol.

5.2. Azatioprin metabolitok meghatarozasa

Az aminosavak és biogén aminok vizsgélatat lehetévé tevé modszer mellett
kifejlesztettiink egy  Azatioprin  metabolitok  kvantitalasara alkalmas  célzott
tomegspektrometrids modszert is, melyet az Europai Gyogyszeriigynokség iranyelvei
szerint validaltunk. A validacids kisérletek eredményeibdl megéllapitottuk, hogy a modszer
megfeleld érzékenységii és specificitdsu, minden vizsgalt paraméter megfelelt az EMA éltalt
tamasztott kritériumoknak. A kalibracidos pontok esetében az LLOQ-érték esetében a
névleges koncentracid 20 %-anal kisebb, az Osszes tobbi pont esetében pedig 15 %-nal
kisebb eltérést tapasztaltunk. A szelektivitas, specificitas és atmosodas vizsgalata soran az

eredményeink 20% ¢és 5% alatti eltérést mutattak az analit és belsd standard valaszok
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tekintetében, a pontossag, precizitas €s visszanyerési vizsgalatok soran pedig az eltérések a
névleges koncentracio 15%-anal kisebbnek bizonyultak. A matrix hatas vizsgalata soran az
aminosav ¢és biogén amin vizsgalati médszerhez képest sokkal alacsonyabb zavar6 hatast
detektaltunk. Bar a stabilitas vizsgalatok soran alkalmazott harom fagyasztasi-olvasztasi
koncentracidja a vizsgalt 10 hetes idGtartam alatt jelentésen csokkent. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a mintdk hosszu tavu tarolasat keriilni kell. Az autosampler trténd 6 oras
ujboli injektalasanak reprodukalhatosagi vizsgalta soran sokkal nagyobb eltéréseket
tapasztaltunk, kiilonosen az alacsony koncentraciok és a 6-MMP esetében. A validalt
modszerrel megvizsgaltunk kiilonb6zé AZA (Imuran) dozissal kezet betegektdl szarmazo
szamra torténd normlaizalassal a 6-TGN és 6-MMPr mennyiségét. Az adataink alapjan
elmondhaté volt, hogy a validalt moddszer segitségével meghatdrozott metabolit
koncentraci6 értékek dsszhangban vannak a gyogyszer dozisaval.
szereppel bir a gyogyszer toxicitds megelézése szempontdjol. Osszefiiggést mutattak ki a
magas 6-MMPr szintje és a hepatotoxicitas kozott; amennyiben a 6-MMPr koncentracio
meghaladja az 5700 pmol/8 x 108 VVT értéket, haromszorosara ndvekszik a hepatotoxicitas
kockazata. Emellett a 6-TGN szint vizsgalata hasznos lehet azon betegek esetében, akik az
optimalisan beallitott AZA/6-merkaptopurin dozis ellenére sem reagalnak a terapiara.

Yu és munkatarsai nemrégiben publikaltak egy UPLC-UV modszert a 6-TG és a 6-
MMP vizsgalatara vorosvértestekben. Bar modszeriik hasznosnak bizonyult az AZA
metabolitok elemzésére, az altalunk kifejlesztett ¢€s validalt modszer célzott
tomegspektrometrias technikat és stabil izotoppal jelzett standardokat hasznal, ami nagyobb
pontossagot és szelektivitast biztosit. Bar a modszeriink linearis dinamikus tartomanya kissé
szlikebb, mint a Yu és munkatarsai altal kifejlesztett modszeré, azonban az MS-analizis
nagyobb érzékenysége miatt az LLOQ érték mindkét molekula esetében alacsonyabb. Az
MS-alapti azonositds nagy szelektivitast biztosit, ami lehetdvé teszi a potencidlis zavaro
agensek kiszlirését. A munkacsoportunk altal kifejlesztett UHPLC-MS modszer alkalmas

crer

vizsgalatara.
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5.3 A vizsgalatok korlatai

Munkénk els6 részében egy gyors, érzékeny, validalt SRM analizissel kombinalt
UHPLC-UV modszert fejlesztettiink , ami alkalmas a 33 AccQ-Tag-derivatizalt aminosav
¢s biogén amin egyidejii vizsgalatara. Bar a validalt modszer jol hasznalhatd a vizsgalt
testfolyadékok elemzésére, a mintavétel és a minta el6készitése kihivast jelenthet.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a minta elokészitése soran keriilni kell a fagyasztasi-
olvasztasi ciklusokat, ezért a mintdk taroldsat és felhasznaldsat a legnagyobb
kortltekintéssel kell végezni. Tovabbi korlatot jelenthet a mintdk egyedi variabilitasa és a
bazalis konnymintak alacsony gytijtheté mennyisége. A konnytermelés sebessége
egyénenként jelentds eltéréseket mutat, és sok esetben a konnyminta gyijtés nem
lehetséges. A mddszeriink 3 pl konnymintat igényel, ezért az alacsony konnytermelési
rataval rendelkez6 alanyok nem vonhatok be a vizsgéalatokba. Kimutattuk, hogy a konnyek
aminosavtartalma nem csak az egyének kozott, hanem a bal és a jobb szem kozott is
nagymértéki valtozékonysagot mutat. A kdnnyminta gytijtés soran célszerii, ha ugyanaz a
személy végzi a mintagytjtést, a technikai eltérések minimalizalasa érdekében, de az egyéni
kiilonbségek a konnyek Osszetételében tovabbra is problémat jelenthetnek. A bemutatott
modszert a vizsgalt két testfolyadékon kiviil mas, orvosi szempontbo6l fontos testfolyadékok,
példaul nyal és verejték elemzésére is tovabb lehet optimalizalni. Tovabbi korlatot jelentett,
hogy a biogén aminok koncentracidja tobbnyire a kvantitalasi hatar ala esett. Mig
egészséges korilmények kozott e biogén aminok koncentracioja alacsony a
testfolyadékokban, addig a koros elvaltozasok, példaul a cukorbetegség, szamos molekula,

Munkénk masodik részében kifejlesztettink ¢€s validaltunk egy célzott
tomegspektrometrids modszert két AZA metabolit, a 6-TG és 6-MMP mennyiségének
vizsgalatara. Bar a modszer jol hasznalhatonak bizonyult a klinikai mintak elemzése soran,
vizsgalatunk egyik limitalo tényezGje, hogy csak ezen két AZA-metabolitra
Osszpontositottunk, mas potencialis metabolitok, mint példaul a 6-tioinozinsav, vagy
potencialis toxikus szarmazékok, mint példaul a 6-tioinozin-monofoszfat elemzésére nem
keriilt sor. Egy masik limitalo tényezot az alkalmazott analitikai rendszer, amelynek
lizemeltetésére csak megfeleléen kiképzett személyzet képes. Azonban a
tomegspektrométerek altal biztositott szelektivitas, amely lehetdvé teszi a célmolekulak
megkiilonboztetését a potencidlisan interferdld anyagoktol, sziikségessé teszi az
alkalmazasukat, kiilonosen olyan esetekben, amikor fontos terapias valtoztatasokkal

kapcsolatos dontéseket kell hozni.

29



6. Osszefoglalas

A kutatds soran célunk human testfolyadék mintdk elemzésére alkalmas
metabolomikai modszerek fejlesztése volt, melyek hianypdtloak a klinikai kutatasokban. Az
aminosavak ¢és biogén aminok elemzése fontos informaciéval szolgalhat az
orvostudomanyokban, am legjobb tudomasunk szerint jelenleg nincs olyan validalt
analitikai modszer amely alkalmas ezen molekuldk egyidejii vizsgalatara. Ezért
kifejlesztettiink és az FDA iranyelvek szerint validaltunk egy UHPLC-MS modszert, ami
alkalmas 33 aminosav és biogén amin egyidejii gyors analizisére komplex biologiai
mintakbodl. A validalt médszert szérum- és konnymintakon teszteltiik, bizonyitva a médszer
megbizhatosdgat ¢és alkalmazhatosagat klinikai szempontbdl relevans mintakon. Az
egészséges Onkéntesektdl gylijtdtt mintak analizisébdl szdrmazo eredmények dsszhangban
allnak a tudomanyos irodalomban fellelhetd adatokkal.

Az Azatioprin metabolitok vizsgalata fontos szereppel bir a terapias gyogyszerszint
bedllitdsdban, mely a kezelés hatékonysaga szempontjabdl kiemelten fontos. Munkank
soran kifejlesztettiink és az Eurdpai Gyogyszerligynokség kritériumai szerint validaltunk
egy UHPLC-MS modszert két Azatioprin metabolit, a 6-tioguanin és a 6-
metilmerkaptopurin analizisére. A validalt modszert azatioprin kezelés alatt all6 autoimmun
hepatitiszben szenvedd betegek vérmintdin teszteltiik. A kifejlesztett modszer alkalmasnak
meghatarozott koncentracio értékek Osszhangban voltak a gyogyszer dozisaval is. Az
eredmények alapjan a Kifejlesztett modszer alkalmas a vizsgalt molekulak mennyiségi
meghatarozasara klinikai mintdkban, és segithet a gydgyszer dozisdnak optimalizalasaban a

kezelés soran.
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